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Kationische Blockcopolymere 
5 Beschreibung 

Aus der WO98/59064 sind PEI-PEG-Blockcopolymere und deren Verwendung als 
Vehikel fur den Transport von Nukleinsaure in hohere eukaryotische Zelien bekannt. 
Das beschrietjene Copolymer wurde aus verzweigten PEI und linearen PEG 
10 aufgebaut. Fur die PEGylierung des PEI wurde Methoxy-succinimidyl-propionat-PEG 
verwendet. 

S. V. Vinogradov, T. K. Bronich und A. V. Kabanov (Bioconjugate Chem. 1998, 9, 
805-812) beschreiben die Darstellung von PEI-PEG- und Polyspermin-PEG- 
15 Blockcopolymere durch Verwendung von verzweigtem PEI und verzweigtem 
Polyspermine durch Kopplungsreaktion mit einem mit 1 ,1 '-Carbonyldiimidazol 
aktivierten MonomethoxyPEG. Die Copolymere wurden fur die Komplexierung mit 
Oligonukleotiden verwendet. 

20 In L M. Bronstein, M. Antonietti, et. al. (Inorganica Chimica Acta 1998, 280, 348- 
354) werden PEI-PEG-Blockcopolymere und deren Herstellung durch Kopplung von 
verzweigtem PEI mit MonomethoxyPEG, das uber eine endstandige 
Saurechloridfunktion verfugt, und deren Verwendung zur Darstellung von 
Metallkolloiden beschrieben. 
25 

V. Toncheva et al. (Biochimica et Biophysika Acta 1998, 138, 354 - 358) betrifft 
Blockcopolymere, bestehend aus Poly(L-lysin) und mehreren hydrophilen 
Polymeren, wie PEG, Dextran und Poly(-N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid f 
Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung als Vehikel fur den 
30 Gentransfer von Nukleinsaure. 

Diese bekannten Blockcopolymere haben folgende drei Punkte gemeinsam. 




1 . Das kationische Polymer ist mit Seitenarmen eines hydrophilen, nichtionischen 
Polymers versehen. 

2. In alien Fallen wurde dazu der reaktive Terminus des hydrophilen, nichtionischen 
Polymers fur die Kopplungsreaktion mit dem kationischen Polymer durch ein 
Reagenz aktiviert, das im erzeugtem Copolymer ein Bruckenglied zwischen den 
Bldcken darstellt. 

3. Das hydrophile, nichtionische Polymer war in alien Fallen ein lineares Polymer. 
Es wurden nege kationische Blockcopolymere der allgemeinen Formel I und II 

(I) A(-X-B) n 

(II) C(-Y-D) m 
gefunden, worin 

A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 10.000.000 g/mol, vorzugsweise von 1.000 bis 
100.000 g/mol und insbesondere von 5.000 bis 50.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 1.000.000 g/mol, vorzugsweise von 400 bis 100.000 
g/mol und insbesondere von 600 bis 50.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Bldcke A und B oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 

-OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)NH- mit o = 1 bis 20, vorzugsweise 2 bis 10, insbesondere 
4 bis 6, 

-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)NH- mit Aryl = aromatische Einheit mit vorzugsweise 6-14 
C-Atomen bestehend aus einem oder mehreren aromatischen Kernen, die in 
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kondensierter oder in polyphenylischer Form miteinander verbunden sind, 
vorzugsweise mit einem Kern, insbesondere Toluyl-, 

-0(CH 2 ) P C(0)NH- mit p = 1 bis 10, vorzugsweise 1 bis 3, insbesondere 1, 

5 

-OCH 2 CH(OH)CH 2 NH-, 
-OC(0)NH- oder 

10 -0(CH 2 ) q NH- mit q = 1 bis 20, vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 3; 

TRlLM 1 f ° r e ' ne ganze Zanl von 1 ) 1 bis 200 - vorzugsweise, 

2) Ibis 50, 

3) 1 bis 12, 

15 4) 1 bis 8 oder, besonders bevorzugt, 

5) 2 bis 8 steht; 

C fur ein lineares oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 100 bis 
1.000.000 g/mol, vorzugsweise von 400 bis 100.000 g/mol und insbesondere von 
20 600 bis 50.000 g/mol steht; 

a^^^D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 

^^-(CH 2 CH 2 0) n -R' 

25 

steht, worin n = 3 bis 25.000, vorzugsweise 10 bis 5.000 und insbesondere 10 bis 
1.000 ist und R 1 ein aliphatischer Rest oder ein zellularer Ligand, urn die spezifische 
Aufnahme eines Nukleinsaure-Copolymer-Komplexes durch Bindung an 
Zelloberflachenproteine, insbesondere Rezeptoren, zu bewirken, ist; 

30 

Y fur eine direkte Bindung der Bldcke C und D oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 
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-NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 1 bis 20. vorzugsweise 2 bis 10, insbesondere 
4 bis 6, 



-NHC(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit mit vorzugsweise 6 bis 
5 1 4 C-Atomen bestehend aus einem oder mehreren aromatischen Kernen, die in 
kondensierter oder in polyphenylischer Form miteinander verbunden sind, 
vorzugsweise mit einem Kern, insbesondere Toluyl- 



-NH(CH 2 ) t C(0)0- mit t = 2 bis 10, vorzugsweise 2 bis 3, insbesondere 2 

10 



NHCH 2 CH(OH)CH 2 0- oder 

NH(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 20, vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 3; 
15 und 



m fur eine ganze Zahl von 1 ) 1 bis 200, vorzugsweise 

2) 1 bis 100, insbesondere 

3) 1 bis 50 steht. 
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Die erfindungsgemaGen kationischen Blockcopolymeren unterscheiden sich von den 
^^bekannten Blockcopolymeren in mindestens einem der drei folgenden Merkmalen: 
^^A. Ein hydrophiles, nichtionisches Polymer ist mit Seitenarmen eines kationischen 
Polymers versehen. 

25 2. Die Bruckenglieder unterscheiden sich von jenen bekannter Blockcopolymere. 
3. Sie weisen ein verzweigtes hydrophiles, nichtionisches Polymer auf. 

Unter A werden vorzugsweise aus Kohlenstoff und Sauerstoff aufgebaute lineare 
oder verzweigte Polymere, die gegebenenfalls auch cyclische, sternformige oder 
30 dendritische Strukturen enthalten kdnnen. wie beispielsweise Reste von linearem 

PEG, mehrarmig verzweigten PEG, sternformige PEG, Polysaccharide einschliefilich 
Cyclodextrine, PVA, Arborole (Dendrimere mit endstandigen Hydroxygruppen), 
vorzugsweise aber lineare und mehrarmig verzweigte und sternformige PEGs 



verstanden. Letztere sind kommerziell u. a. von Aldrich, Fluka, Sigma und 
Shearwater erhaitlich. 

Unter B und C werden lineare Oder verzweigte Polyethylenimine verstanden, welche 
die Formeln III oder IV aufweisen: 

(III) -(CH2C.H2NH)- 

(IV) -(CH 2 CH 2 NR 2 )- mit R 2 = teilweise -H und teilweise -CH 2 CH 2 N R 3 2 , worin R 3 
gleich oder verschieden sind und H, einen Ethylenimin-Rest oder eine lineare 
oder verzweigte PEI-Kette bedeuten. 

Diese konnen in an sich bekannter Weise hergestellt werden oder sind unter den 
BASF-Markennamen Lupasol® oder unter der Bezeichnung Polyethylenimin oder 
Ethylenimin Polymer in verschiedenen Molekulargewichten von 400 bis 2.000.000 
g/mol im Handel (von Aldrich, Sigma, Fluka oder direkt von der BASF) erhaitlich. 
Bevorzugt sind fur B Polyethylenimine mit einem Molekulargewicht von 400 bis 
2.000 g/mol und fur C Polyethylenimine mit einem Molekulargewicht von 400 bis 
800.000 g/mol, besonders bevorzugt von 400 bis 25.000 g/mol. 

Die unter D beschriebenen Gruppen sind Reste von Polyethylenglykolen, die an 
einem Terminus durch einen Rest R, wie beispielsweise Methyl- geschutzt sind. R 
ann aber auch eine Gruppe sein, die eine spezifische oder unspezifische 
biologische Funktion ausubt, insbesondere ein Ligand fur Wechselwirkungen mit 
Rezeptoren zur zielzell-spezifischen Aufnahme eines Blockcopolymer-Wirkstoff- 
Komplexes in hdhere eukaryotische Zellen und deren Zellkern, wobei der Wirkstoff 
vorzugsweise ein Oligonukleotid oder ein Gen darstellt (Gentargeting). R kann somit 
auch ein Ligand fur eine spezifische Wechselwirkung und Aufnahme in Zielorgan- 
gewebe oder -zellen, beispielsweise 

Proteine, insbesondere Antikorper oder Antikorperfragmente wie Fab, F(ab) 2 , scFv, 
Cyto- oder Lymphokine, wie Interleukine (IL-2 bis x), Interferon GM-CSF, 
Wachstumsfaktoren, wie EGF, PDGF, FGF, EPO, 
Integrine wie ICAM, VCAM oder 



Glykoproteine wie Lektine oder glykosilierte Proteine (s. o.) oder 
Lipoproteine wie LDL, HDL oder 
Transporterproteine wie Transferrin oder 

Peptide wie LH-RH, Calcitonin, Oxytocin, Insulin, Somatostatin, IGF, RGD oder 

Kohlenhydrate wie Galactose, Mannose, Glucose, Lactose oder 

Hormone wie Steroide, THR oder 

Vitamine wie B 12 , Folsaure 

sein. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel 
I, die dadurch gekennzeichnet sind , daB man 

a) Verbindungen der allgemeinen Formel V 
(V) A-(OH) n mit A und n = wie in Formel I 

mit Diisocyanat, vorzugsweise Hexamethylendiisocyanat, umsetzt und die daraus 
entstehende Verbindung mit Polyethyleniminen mit den allgemeinen Formeln III und 
IV umsetzt, oder 

b) Verbindungen der allgemeinen Formel VI 

JVI) A-(NH 2 ) n (mit A und n = wie in Formel I definiert) 

bei der Polymerisation von Ethylenimin dem Reaktionsansatz von Beginn der 
Polyreaktion an oder erst spater im Verlauf der Polyreaktion zufugt, oder 

c) Verbindungen der allgemeinen Formel VII 

(VII) A-(OS(0) 2 R 4 )n mit A wie in Formel I und R 4 = aliphatischer oder aromatischer 
Rest, bevorzugt p-Toluyl, Fluorid, Trifluormethyl oder Methyl, 



als Makroinitiator fur die Polymerisation von Ethylenimin einsetzt. 



Verbindungen der Formel VI sind in verschiedenen Molekulargewichten kommerziell 
beispielsweise von Shearwater erhaltlich. 



5 Verbindungen der aljgemeinen Formel Vil .werden durch die Umsetzung von 

Verbindungen »der allgemeinen Formel V mit Verbindungen der allgemeinen Formel 
VIII 
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15 



(VIII) CI-S(Oh R 4 (R 4 wie oben definiert) 



erhalten. 



Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der 
Formel II, die dadurch gekennzeichnet sind, daft man 

d) Verbindungen der allgemeinen Formel IX 

(IX) D-OH (mit D wie in Formel II definiert) 



20 zunachst mit Diisocyanat, vorzugsweise Hexamethylendiisocyanat, und 
anschlieftend die erhaltene Verbindung mit linearem oder verzweigtem 
Polyethylenimin umsetzt. 




25 Das unter a) beschriebene Verfahren fuhrt man vorzugsweise so durch, daft man je 
endstandige Hydroxygruppe des Polymerblocks A einen 4 bis 20fachen Uberschuft 
an Diisocyanat, vorzugsweise Hexamethylendiisocyanat, einsetzt. Die Reaktion wird 
in Chloroform bei Temperaturen von Raumtemperatur bis Siedetemperatur des 
Losungsmittels, vorzugsweise aber bei Siedetemperatur des Losungsmittels 

30 durchgefuhrt Die Reaktionsdauer wird zwischen 2 und 24 Stunden gewahlt, 

vorzugsweise jedoch 4 Stunden. Die Polymerkonzentration im Reaktionsansatzes 
liegt zwischen 10 g/l und 500 g/l, vorzugsweise 100 g/l. Das Produkt wird durch 
Entfernen des Losungsmittels bei vermindertem Druck und Entfernen des 
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10 



15 



20 



25 



30 



uberschussigen Diisocyanates durch mehrfache Extraktion mit Petrolether 
(Siedebereich: 40-60°C) isoliert. Dieses Zwischenprodukt wird je endstandiger 
Hydroxygruppe der Ausgangsverbindung mit einem 3 bis 10fachen UberschuG an 
PEI-Makromolekule umgesetzt. Die Reaktion wird in Chloroform bei Temperaturen 
von Raumtemperatur bis Siedetemperatur des Ldsungsmitteis, vorzugsweise aber 
bei Siedetemperatur des Ldsungsmitteis durchgefuhrt. Die Reaktionsdauer wird 
zwischen 6 und 72 Stunden gewahlt, vorzugsweise jedoch 12 Stunden. Die 
Polymerkonzentrationen, sowohl die des PEI als auch die des mit 
Hexamethylendiisocyanat aktivierten nichtionische hydrophile Polymer im 
Reaktionsansatzes liegen zwischen 10 g/l und 500 g/l, vorzugsweise zwischen 30 - 
200 g/l. Das Produkt wird durch Ausfallen des Polymers in einem 10 - 30fachen 
(Volumenuberschufc an Diethylether isoliert. Durch mehrmaliges Umfallen mit den 
Ldsungsmittel Ethanol und Diethylether lafit sich das Blockcopolymer von 
uberschussigem PEI reinigen. 




Das unter b) beschriebene Verfahren fuhrt man durch, indem sowohl das 
Ethylenimin als auch das aminoterminierte hydrophile nichtionische Polymer in 
Wasser in einer Konzentration von jeweils 10 g/l bis 500 g/l vorgelegt werden. Das 
Molverhaltnis der beiden Komponenten liegt zwischen 1 : 10 bis 1: 10.000. Dann 
wird die Ethylenimin-Polymerisation durch Zugabe eines geeigneten Katalysator, 
beispielsweise Salzsaure, initiiert und der Ansatz auf eine Temperatur von 40 - 
100°C gebracht. Das Copolymer wird durch eine Kettenabbruchreaktion erzeugt. 
Das Blockcopolymer wird durch mehrmaliges Umfallen mit Hilfe geeigneter 
Ldsungsmittel, beispielsweise Ethanol und Diethylether und/oder durch 
Druckfiltration von moglicherweise als Nebenprodukt entstandenes Homopolymer 
PEI gereinigt. Eine Variation dieses Herstellungsverfahrens besteht darin, daft man 
das aminoterminierte hydrophile nichtionische Polymer erst nach einer gewissen 
Reaktionsdauer von 30 Minuten bis zu 72 Stunden zu dem heiBen 
Polymerisationsansatz zugibt. 

Das unter c) beschriebene Verfahren fuhrt man durch, indem man die 
endstandige(n) Hydroxygruppe(n) des Polymerblocks A mit einem 
Sulfonsaurechlorid der allgemeinen Formel VIII, insbesondere jedoch mit 
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Toluolsulfonsaurechlorid (Tosylchlorid) umsetzt. Diese Reaktion wird in waftrigen 
und/oder polaren organischen Losungsmittel, vorzugsweise in einem 
Wasser/Tetrahydrofuran-Gemisch, bei Temperaturen von -1 0°C bis Siedetemperatur 
des Losungsmittel, bevorzugt bei Temperaturen von 0°C bis 25°C, und (falls notig) 
5 in Gegenwart von Katalysatoren, wie beispielsweise Triethylamin Oder 
Natriumhydroxid durchgefuhrt. Durch Entfernen des Losungsmittels bei 
vermindertem Druck wird das Produkt isoliert. Dieses Polymer dient im folgenden als 
Makroinitiator bei der Ethylenimin-Polymerisation. Dazu wird das Produkt mit der 
allgemeinen Fgrmel VII mit Ethylenimin in waftrigen oder polaren organischen 
10 Losungsmittel bei Temperaturen von 0°C bis Siedetemperatur des Losungsmittel 
umgesetzt. Das Molverhaltnis der beiden Komponenten liegt zwischen 1 : 10 bis 1: 
0.000. Bei dieser Reaktion entsteht kein Nebenprodukt. Das Endprodukt lafit sich 
durch Fallen des Polymers in einem geeignetem Losungsmittel, wie beispielsweise 
Diethylether isolieren. 

15 

Das unter d) beschriebene Verfahren fuhrt man vorzugsweise so durch, daft man 
eine Verbindung mitder allgemeinen Formel IX mit einem geringen UberschuR, 
beispielsweise einen 2 bis lOfachen Uberschuft an Diisocyanat, vorzugsweise 
Hexamethylendiisocyanat, umsetzt. Die Reaktion wird in Chloroform bei 

20 Temperaturen von 20°C bis Siedetemperatur des Losungsmittels, vorzugsweise 

aber bei Siedetemperatur des Losungsmittels durchgefuhrt. Die Reaktionsdauer wird 
^j^^^zwischen 2 und 24 Stunden gewahlt, vorzugsweise jedoch 10 bis 14 Stunden. Die 
^■"■ D olymerkonzentration im Reaktionsansatzes liegt zwischen 10 g/l und 500 g/l, 

vorzugsweise 30 bis 150 g/l. Das Produkt wird durch Entfernen des Losungsmittels 

25 bei vermindertem Druck und Entfernen des uberschussigen Diisocyanates durch 
mehrfache Extraktion mit Petrolether (Siedebereich: 40-60°C) isoliert. Dieses 
Zwischenprodukt wird mit PEI-Makromolekul in einem Molverhaltnis von 1 : 1 bis 100 
: 1 umgesetzt. Die Reaktion wird in Chloroform und falls notig mit einem 
Dimethylformamid-Zusatz bei Temperaturen von Raumtemperatur bis 

30 Siedetemperatur des Losungsmittels, vorzugsweise aber bei 60 -70°C durchgefuhrt. 
Die Reaktionsdauer wird zwischen 6 und 72 Stunden gewahlt, vorzugsweise jedoch 
12 Stunden. Die Polymerkonzentrationen, sowohl die des PEI als auch die des mit 
Hexamethylendiisocyanat aktivierten nichtionischen hydrophilen Polymers im 
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Reaktionsansatzes liegen zwischen 10 g/l und 500 g/l, vorzugsweise zwischen 30 - 
200 g/l. Das Produkt wird durch Ausfallen des Polymers in einem 10 - 30fachen 
Volumenuberschufi an Diethylether isoliert. 

Im Vergleich zu PEI weisen die neuen Verbindungen folgende Eigenschaften auf: 

Die Blockcopolymere weisen in Cytotoxizitatstests eine geringere Toxizitat auf als 
PEI-Homopolymere. 

Die Blockcopolymere sind je nach Struktur mehr oder weniger oberflachenaktive 
Substanzen, die als Tenside Verwendung finden konnen. 

Daruber hinaus konnen die Blockcopolymere auch 

• in Klebstoff- und Lacksystemen als Additiv 

• als Fixiermittel zur Verbesserung der Papierfestigkeit 

• als Primer fur Polymerverbundsysteme wie z. B. mehrlagige Verpackungsfolien 

• zur Kunstoffmodifizierung (Verbesserung der Anfarbbarkeit, Lackierbarkeit, 
Barrierewirkung) 

• zur Fixierung von Reaktivfarbstoffen auf Baumwolle 

• als Flockungs- und Dispergiermittel bei feinverteilten Schwebstoffen in 
industriellen Abwassern 

• zur Bindung von Schwermetallsalzen 
zur Dispergierung organischer und anorganischer Pigmente 

• als Zusatz in keramischen und zementosen Bestanteilen 

• fur verschiedenste Funktionen in der Haut- und Haarkosmetik sowie im 
Dentalbereich 

• zur Fixierung von medizinischen Wirkstoffen oder biologisch aktiven 
Verbindungen auf Oberflachen 

• zur Filtration von Endotoxinen und Pathogenen aus Blutplasma 

• zur Penetration durch Schleimhaute 

verwendet werden. 



Zudem bilden die Blockcopolymere in waftrigen Systemen Komplexe mit 
Polynukleinsauren, wie DNA und RNA. Aufgrund dieser Eigenschaft sind sie 
geeignet als Vehikel oder Vektoren fur den Gentransfer (Penetration durch 
Zellmembranen und Translokation in den Zellkern). Sie konnen daher in 
Transfektionsexperimenten, in der Gentherapie und Diagnostik Anwendung finden. 



Die folgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung, ohne dafl diese 
darauf beschrankt ware. 
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Beispiel 1: 

arstellung eines PEI(PEG) n -Blockcopolymers 



Aktivierung von mPEG-550 

15 

In einem 100 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab, Ruckflufikuhler und aufgesetztem 
Trockenrohr werden 10 ml Chloroform vorgelegt und mit 7 ml 
Hexamethylendiisocyanat (HMDI) (43,64 mmol, 8 eq.) versetzt. 3 g 
Polyethylenoxidmonomethylether (mPEG, M n = 550 g/mol) ( 5,45 mmol, 1 eq.) 
20 werden in 40 ml Chloroform gelbst. Diese Losung wird nun langsam unter Ruhren zu 
der HMDI-Ldsung getropft. Der Ansatz wird unter RuckfluB fur 12 Stunden erhitzt. 
^^^^Anschlieftend wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das 
"Jpjberschussige HMDI mit Petrolether (40-60) (5 mal 50 ml) extrahiert. In nahezu 
quantitativer Ausbeute (3,8 g, 97%) wird das Produkt als farbloses dunnflussiges Ol 
25 erhalten. 



Darstellung eines PEI-graft-PEG Blockcopolymers 



In einem 100 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab, Ruckfluftkuhler und aufgesetztem 
30 Trockenrohr werden 1,74 g bPEI (M w = 25 kDa, M n = 10 kDa, 0,1736 mmol, 1 eq.) 
eingewogen und mit 40 ml Dimethylformamid (DMF) in Losung gebracht. 2,5 g des 
mit HMDI aktivierten mPEGs (M n =720 Da, 3,47 mmol) werden in 10 ml Chloroform 
geldst und diese Losung wird unter Ruhren langsam zur PEI-L6sung getropft. Der 
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Ansatz wird fur 12 Stunden auf 60 - 70 °C erhitzt. AnschlieGend wird der Ansatz in 
500 ml Diethylether getropft. Nach zwei Stunden hat sich ein zahflussiges gelbliches 
Ol abgesetzt. Der trube Uberstand wird verworfen und das Ol in 30 ml Ethanol 
gelost. Die Ldsung wird wiederum in 500 ml Diethylether getropft und das erneut 
5 ausgefallene Ol durch Dekantieren isoliert. Das Produkt wird zum Filtrieren in 
Ethanol gelost und im Vakuumtrockenofen bei 50°C von Lbsungsmittel befreit. Es 
werden 2,8 g eines gelblichen zahflussigen bis harzartigen Ols erhalten (Ausbeute: 
45%). 



1 0 In gleicher Weise kbnnen hergestellt werden: (alle Ausgangsverbindungen sind von 
^^^Aldrich erhaltlich) 



^ Nr 


Ausgangsverbindungen / Homopolymere 








Polyethylenimin 


Hydrophiles, nicht 
ionisches Polymer 


Molverhaltnis 
rtl.rcb 


Struktur des 
Blockcopolymers 


2 


Irbl Mn Ca. 423 


mPEG M n ca. 550 


i . \ 


AB-Diblock 


3 






^ • o 
i . Z 


ABA-Tnblock 


4 


bPEI M w ca. 800 


mPEG M n ca. 550 


1 : 1 


AB-Diblock 1 


5 






1 : 2 


ABA-Triblock 


6 






1 : 4 


stemfbrmig 




bPEI M w ca. 800 


mPEG M„ ca. 5.000 


1 : 1 


AB-Diblock 








1 : 2 


ABA-Triblock 








1 : 4 


stemfbrmig 


10 


bPEI M w ca. 2.000 


mPEG M„ ca. 550 


1 : 1 


AB-Diblock 


11 






1 : 2 


ABA-Triblock 


12 






1 : 4 


stemfbrmig 


13 


bPEI M w ca. 2.000 


mPEG M n ca. 5.000 


1 : 1 


AB-Diblock 


14 






1 : 2 


ABA-Triblock 


15 


bPEI M w ca. 25.000 


mPEG M„ ca. 550 


1 : 1 


AB-Diblock 


16 






1 : 2 


ABA-Triblock 


17 






1 : 4 


stemfbrmig 


18 






1 : 20 


stemfbrmig 



13 



1 9 


bPEI M w ca. 25.000 


mPEG M n ca. 2.000 


1 : 1 


AB-Diblock 


20 






1 : 2 


ABA-Triblock 


21 






1 : 4 


sternformig 


22 






1 : 10 


sternformig 


23 


bPEI M w ca. 25.000 


mPEG M n ca: 5.000 


1 : 1 


AB-Diblock 


24 






1 : 2 


ABA-Triblock 


25 






1 : 4 


sternformig 


26 






1 : 10 


sternformig 
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Beispiel 27: Darstellung eines PEG(PEI) n -Blockcopolymers 

I 

Aktivierung des verzweigten PEGs 




In einem 100 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab, RuckfluGkuhler und aufgesetztem 
Trockenrohr werden 3,79 g HMDI (22,54 mmol, 80 eq.) in 10 ml Chloroform geldst. 
Eine Lbsung von 2 g eines achtarmig verzweigten PEG (bPEG, MW = 10 kDa, 0,2 
mmol, 1 eq.) in 20 ml Chloroform wird unter Ruhren langsam zu der HMDI-Losung 
getropft. Der Ansatz wird fur 4 Stunden zum Sieden erhitzt und bei Raumtemperatur 
8 weitere Stunden nachgeruhrt. Unter vermindertem Druck wird das Lbsungsmittel 
entfernt und das uberschussige HMDI mit Petrolether (40-60) extrahiert (3 mal 50 
ml). Mit 58%iger Ausbeute (1,38 g) wird ein rbtliches Ol erhalten. 

Darstellung eines PEG-graft-PEI Blockcopolymeren 



In einem 100 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab, RuckfluGkuhler und aufgesetztem 
Trockenrohr werden 2,20 g eines verzweigten PEIs (bPEI, M w = 800 Da, M n = 600 

20 Da, 3,66 mmol, 25 eq.) in 20 ml Chloroform geldst. Eine Ldsung von 1,21 g des mit 
HMDI aktivierten bPEGs (M n = 8,5 kDa, 0,14 mmol, 1 eq.) in 30 ml Chloroform wird 
bei Raumtemperatur zur PEI-Lbsung unter Ruhren langsam zugetropft. Der Ansatz 
wird fur 12 Stunden zum Sieden erhitzt. Die Lbsung wird dann in 500 ml Diethylether 
langsam unter Ruhren eingetropft. Nach 12 Stunden hat sich ein zahflussiges 

25 gelbliches Ol abgesetzt. Der trube Uberstand wird verworfen und das Ol in 50 ml 
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Ethanol gelost. Die Losung wird wiederum in 500 ml Diethylether getropft und das 
erneut ausgefallene Ol durch Dekantieren isoliert. Das Produkt wird zum Filtrieren in 
Ethanol gelost und im Vakuumtrockenofen bei 50°C von Ldsungsmittel befreit. Es 
werden 1,13 g eines gelblichen zahflussigen bis harzartigen Ols erhalten (Ausbeute: 
5 59%). 



In gleicher Weise konnen hergestellt werden: 



Nr. 


Ausgangsyerbindungen / Homopolymere 




IL28 


riyui upi iiitib. mem lunlSCnBS 

Polymer 


Polyethyienimin 


otruKtur qgs 
DiuuKcopoiyrriGrs 


P 29 


MPFf^ M ra ^ nnn f A\*~\ri^^>\ 


1 Ci 1 ft A) _ A /— » /■> /All' iv 

IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 






DPbl M n ca. 800 (Aldrich) 


AD 
MD 


30 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AR 

r\D 


31 


LPEG M n ca. 5.000 (Aldrich) 


IPEI M„ ca. 423 (Aldrich) 


ADA 
r\DM 


32 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


ABA 


33 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


ADA 
nDn 


34 


4armPFn MW rz* 1 r nnn 
(Shearwater) 


iPbl M n ca. 423 (Aldrich) 




35 




bPFI M Pfl Rnn /A|rlri/~h\ 
kj»r l_i ivi n Ud. oyvj ^MiUllCny 


AB 4 


36 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 4 


li 37 
V 


8armPEG MW ca. 10.000 
(Shearwater) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 8 


38 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 3 


39 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB a 


40 


Star-PEG 429 MW ca. 
250.000 (Shearwater) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 13 


41 




bPEI M„ ca. 800 (Aldrich) 


AB 13 


42 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 13 


43 


a-Cyclodextrin (Aldrich) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 18 


44 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


^B 18 


45 




dPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) , 


^B 18 
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46 


p-Cyclodextrin (Aldrich) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 21 


47 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 21 


48 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 21 


49 


y-Cyclodextrin (Aldrich) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 24 


50 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 24 


51 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 24 


52 


PVA 80% hydrolysiert 
M w = 9.000- 10.000 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB n 


53 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB n 


54 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB n 




.bkurzungen 



BPEG 


Verzweigtes Polyethylenglykol (branched) 


BPEI 


Verzweigtes Polyethylenimin (branched) 


DMF 


Dimethylformarnid 


HMDI 


Hexamethylendiisocyanat 


LPEG 


Lineares Polyethylenglykol (linear) 


LPEI 


Lineares Polyethylenimin (linear) 


M n 


Zahlenmittel des Molekulargewichts 


MPEG 


Monomethoxypolyethylenglykol 


M w 


Gewichtsmittel des Molekulargewichts 


MW 


Unbestimmtes Molekulargewichtsmittel 
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Patentanspruche 

116/99 

1. Verbindung der Formel I oder II 

(I) A(-X-B) n (||) C (-Y-D) m 
in welcher 

A fur ein hydropses, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer mit 
einem Molekulargewicht von 100 bis 10.000.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 1.000.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blbcke A und B oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 

-OC(O)NH(CH 2 ) o NHC(0)NH- mit o = 1 bis 20, 
-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)NH- mit Aryl = aromatische Einheit , 

-0(CH 2 ) p C(0)NH- mit p = 1 bis 10 

-OC(0)NH- oder 

-0(CH 2 ) q NH- mit q = 1 bis 20; 

n fur eine ganze Zahl 1 bis 200 steht; 

C fur ein lineares oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 100 
bis 1.000.000 g/mol; 



D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der 



Formel 



-(CH 2 CH 2 0) n -R 1 



steht, worin n = 3 bis 25.000 ist und R 1 ein aliphatischer Rest Oder ein 
zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der Blocke C und D oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 

-NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 1 bis 20, 

-NHC(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit, 

-NH(CH 2 ) t C(0)0- mit t = 2 bis 10, 

-NHCH 2 CH(OH)CH 2 0- oder 

-NH(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 20, 

und 

m fur eine ganze Zahl von 1 bis 200 steht. 
Verbindung gemaR Anspruch 1, in welcher 

A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer mit 
einem Molekulargewicht von 1.000 bis 100.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 400 bis 100.000 g/mol steht; 
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X fur eine direkte Bindung der Bldcke A und B oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 

-0C(0)NH(CH 2 ) o NHC(0)NH- mit o = 2 bis 10, 

-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)NH- mit Aryl = aromatische Einheit mit einem Kern, 
-0(CH 2 ) p C(0)NH- mit p = 1 bis 3, 

4 

-OCH 2 CH(OH)CH 2 NH- 
-OC(0)NH- oder 
-0(CH 2 ) q NH- mit q = 1 bis 6, 
n fur eine ganze Zahl von 1 bis 50, 

C fur ein lineares oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 400 
bis 100.000 g/mol steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 
-(CH 2 CH 2 0) n -R 1 

steht, worin n = 10 bis 5.000 ist und R 1 ein aliphatischer Rest oder ein 
zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der BIPcke C und D oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 

-NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 2 bis 10, 

-NHC(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit mit einem Kern 



-NH(CH 2 ) t C(0)0-mitt = 2bis 3, 
-NHCH 2 CH(OH)CH 2 0- Oder 
-NH(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 6; 
und 

4 

m fur eine ganze Zahl von 1 bis 100 steht. 
Verbindung gemaft Anspruch 1 Oder 2, in welcher 

A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares Oder verzweigtes Polymer mit 
einem Molekulargewicht von 5.000 bis 50.000-g/mol steht; 

B fur ein lineares Oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 600 bis 50.000 g/mol. steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B Oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 

-0C(0)NH(CH 2 ) o NHC(0)NH- mit o = 4 bis 6, 

-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)NH- mit Aryl = Toluyl-, 

-0(CH 2 ) p C(0)NH-mitp = 1, 

-OCH 2 CH(OH)CH 2 NH- 

-OC(0)NH- Oder 
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-0(CH 2 ) q NH- mit q = 1 bis 3, 

n fur eine ganze Zahl von 1 bis 12 stent; 

C fur ein lineares Oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 600 
bis 50.000 g/mol steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 
-(CH 2 CH 2 0) n -R 1 

steht, worin n = 10 bis 1.000 ist und R 1 ein aliphatischer Rest oder ein 
zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der Bldcke C und D oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 

-NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 4 bis 6, 

-NHC(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = Toluyl- 

-NH(CH 2 ) t C(0)0- mit t = 2, 

-NHCH 2 CH(OH)CH 2 0- oder 

-NH(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 3; 

und 

m fur eine ganze Zahl von 1 bis 50 steht. 
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4. Verbindung gemaR einem der Anspruche 1 bis 3, welche die Formel I 
aufweist. 

5. Verbindung gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, welche die Formel II 
aufweist. 

6. Verbindung gemaR. einem der Anspruche 1 bis 4, in welcher X fur ein 
Bruckenglied der Formel -OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)NH- steht. 

* 

7. Verbindung gemaft einem der Anspruche 1 bis 3 und 5, in welcher Y fur ein 
Bruckenglied der Formel -NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)O- steht 

8. Verfahren zur Hersteilung einer Verbindung der Formel I gemaft einem der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft man 

a) Verbindungen der allgemeinen Formel V 

(V) A-(OH) n mit A und n = wie in Formel I 
mit Diisocyanat umsetzt, Oder 

b) Verbindungen der allgemeinen Formel VI 

(VI) A-(NH 2 ) n (mit A und n = wie in Formel I definiert) 

bei der Polymerisation von Ethylenimin dem Reaktionsansatz von Beginn der 
Polyreaktion an oder erst spater im Verlauf der Polyreaktion zufugt, Oder 

c) Verbindungen der allgemeinen Formel VII 

(VII) A-(OS(0) 2 R 4 ) n mit A wie in Formel I und R 4 = aliphatischer oder 
aromatischer Rest als Makroinitiator fur die Polymerisation von Ethylenimin 
einsetzt. 
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Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Forme, II gemaG einem der 
Anspruche 1 bis 3 und 5. dadureh gekennzeichnet, da B man Verbindungen 
der allgemeinen Formel IX 

(IX) D-OH (mit D wie in Formel II definiert) 

zunachst mit Diisocyanat und anschlieftend die erhaltene Verbindung mit 
Imearem Oder verzweigtem Polyethylenimin umsetzt. 

Verwendung einer Verbindung gemaG einem der Anspruche 1 bis 7 als 
Tensid. 

Verwendung einer Verbindung gemaG einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Komplexierung von Polynukleinsauren in waGrigen Systemen. 

Verwendung einer Verbindung gemSS einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Komplexierung von DNA in waGrigen Systemen. 



Verwendung einer Verbindung gemaK einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Komplexierung von RNA in waBrigen Systemen. 

Zusammensetzung , die mindestens eine Nukleinsaure und eine Verbindung 
gemaG einem der Anspruche 1 bis 7 umfafit. 



Zusammenfassung 
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116/99 



Kationische Blockcopolymere 

Die Erfindung betrifft kationische Blockcopolymere der Formel A(-X-B) n oder 
C(-Y-D) m , irhwelchen A fur ein hydrophiles Polymer, B fur Polyethylenimin (PEI), X 
fur eine Brucke, n fur 1 - 200, C fur PEI, D fur den Rest eines Polyethylenglykols, Y 
fur eine Brucke und m fur 1 - 200 stehen, Verfahren zur ihrer Herstellung und ihre 
Verwendung u.a. als Tensid und zur Komplexierung von Nukleinsauren. 



